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with Monte-Carlo sampling governed by oxidoreductase internal charged groups and electrostatic 
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Роль электростатических взаимодействий  
в формировании комплекса между бактериальной люциферазой  
и NADPH:FMN-оксидоредуктазой
А.А. Дееваа, Е.В. Немцеваа,б, В.А. Кратасюка,б
аСибирский федеральный университет 
Россия, 660041, Красноярск, пр. Свободный, 79 
бИнститут биофизики СО РАН 
Федеральный исследовательский центр 
«Красноярский научный центр СО РАН» 
Россия, 660036, Красноярск, Академгородок, 50/50
Методом молекулярного докинга исследован возможный механизм формирования белкового 
комплекса между бактериальной люциферазой и NADPH:FMN-оксидоредуктазой из Vibrio 
harveyi за счет электростатических взаимодействий. Комплекс между исследуемыми 
ферментами необходим для передачи люциферазе субстрата – молекулы FMNH2, которая 
подвержена быстрому автоокислению с образованием активных форм кислорода при контакте 
с внутриклеточным растворителем. В настоящей работе с помощью метода Монте-
Карло было получено многообразие возможных положений NADPH:FMN-оксидоредуктазы 
относительно люциферазы с учетом потенциала электростатического поля, создаваемого 
люциферазой. Показано, что среди структур с наименьшей энергией взаимодействия имеется 
комплекс, в котором ориентация активных центров обоих ферментов способствует прямой 
передаче флавина. Высказано предположение о роли водородной связи между Arg291 и Gln197 
люциферазы и оксидоредуктазы соответственно в стабилизации комплекса между белками.
Ключевые слова: бактериальная биолюминесценция, люцифераза, NADPH:FMN-




мы обнаружены у широкого круга микроор-
ганизмов, где они участвуют в целом спектре 
метаболических реакций (Ellis, 2010; Huijbers 
et al., 2014). Такие системы состоят из окси-
доредуктазы, которая производит восстанов-
ленный флавинмононуклеотид (FMNH2), и 
монооксигеназы, которая использует его для 
активации молекулярного кислорода и окис-
ления ароматических и полициклических со-
единений. Предполагается, что скоординиро-
ванная работа биферментной системы in vivo 
является более предпочтительной, чем пере-
дача FMNH2, за счет свободной диффузии в 
среде, так как в первом случае вероятность 
образования активных форм кислорода из-за 
окисления нестабильной молекулы FMNH2 
значительно ниже (Gibson, Hastings, 1962; 
Szpilewska et al., 2003; Tu, 2008). Кроме того, 
физиологически важные молекулы NADPH, 
утилизируемые оксидоредуктазой в ходе ка-
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тализа, используются более эффективно при 
образовании белкового комплекса. Однако ме-
ханизм работы таких систем до конца не изу-
чен. По-видимому, он не универсален, так как 
лишь для некоторых систем можно выделить 
стабильный комплекс при помощи стандарт-
ных методик, таких как перекрестное сшива-
ние и аффинная хроматография (Abdurachim, 
Ellis, 2006; Sucharitakul et al., 2014).
Наиболее изученной флавинзависи-
мой биферментной системой является бак-
териальная люцифераза и NADPH:FMN-
оксидоредуктаза. В ходе реакции люцифераза 
последовательно связывает FMNH2, постав-
ляемый NADPH:FMN-оксидоредуктазой, мо-
лекулярный кислород (О2) и алифатический 
альдегид (RCHО) (Meighen, 1991). В резуль-
тате окисления субстратов формируется ин-
термедиат в электронно-возбужденном со-
стоянии, дезактивация которого происходит 
с испусканием фотона (λmax ~ 490 нм) (Hou et 
al., 2014; Luo, Liu, 2016). Возможность преоб-
разовывать энергию химической реакции в 
свет делает данную ферментативную систему 
особо привлекательной для широкого круга 
прикладных направлений, включающих ана-
литические методы (Lonshakova-Mukina et al., 
2015; Esimbekova et al., 2017), экологический 
мониторинг (Kratasyuk, Esimbekova, 2015) 
и биосенсоры (Roda et al., 2009; Ranjan et al., 
2017). Однако вопрос о том, как происходит 
передача субстратов биолюминесцентной ре-
акции, в частности FMNH2, до сих пор оста-
ется открытым (Sucharitakul et al., 2014).
Предполагается, что непрерывное све-
чение бактерий обеспечивается за счет ско-
ординированной работы компонентов поли-
ферментной биолюминесцентной системы. 
Большинство из них закодировано в lux-
опероне – непрерывном, консервативном и 
последовательно экспрессируемом наборе 
генов, который был обнаружен у всех извест-
ных светящихся бактерий (Meighen, 1993; 
Dunlap, Urbanczyk, 2013). Гены luxC, luxD и 
luxE кодируют белки, входящие в комплекс 
восстановления альдегида, и примыкают к 
генам luxA и luxB, кодирующим люциферазу. 
Это согласуется с тем, что синтез альдегид-
ного комплекса должен происходить одно-
временно с люциферазой для осуществления 
эффективной передачи альдегида. В свою 
очередь механизм взаимодействия люцифера-
зы и оксидоредуктазы не так очевиден. К на-
стоящему времени известно три возможных 
источника FMNH2 для люциферазы в клетке: 
(1) LuxG оксидоредуктазы, закодированные в 
том же lux-опероне (Lin et al., 1998; Nijvipakul 
et al., 2008), (2) оксидоредуктазы Fre, гомоло-
гичные Fre из Escherichia coli (Zenno, Saigo, 
1994; Campbell, Baldwin, 2009a) и (3) оксидо-
редуктазы FRP и FRD, впервые найденные 
в Vibrio harveyi (Liu et al., 1997; Tu, 2008), и 
FRase I из Aliivibrio fischeri (Duane, Hastings, 
1975; Zenno et al., 1994). Последние оксидо-
редуктазы на данный момент являются наи-
более изученными благодаря серии работ Ту 
с соавторами (Lei, Tu, 1998; Jeffers, Tu, 2001; 
Jeffers et al., 2003; Low, Tu, 2003), в которых 
было показано, что оксидоредуктаза FRP мо-
жет формировать комплекс с люциферазой. 
Однако их исследования стационарной кине-
тики ферментативной реакции (Lei, Tu, 1998; 
Jeffers, Tu, 2001) в ряде работ подвергаются 
серьезной критике (Campbell, Baldwin, 2009a; 
Tinikul et al., 2013; Sucharitakul et al., 2014).
Поскольку наибольшее количество экс-
периментальных доказательств в пользу 
комплекса было найдено для люциферазы 
и оксидоредуктазы FRP V. harveyi (Lei, Tu, 
1998; Jeffers, Tu, 2001; Jeffers et al., 2003; Low, 
Tu, 2003), именно эта пара была выбрана для 
поиска структурных предпосылок, которые 
могут внести вклад в формирование комплек-
са. Известно, что температура денатурации 
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и энергия активации люциферазы зависят от 
ионной силы раствора (Tu, Hastings, 1980), а 
люциферазы некоторых бактерий способ-
ны взаимодействовать in vivo с вторичными 
эмиттерами биолюминесценции, такими как 
люмазиновый белок, за счет электростати-
ческих сил (Sato et al., 2010). В связи с этим 
можно сделать предположение, что формиро-
вание комплекса с оксидоредуктазой также 
происходит за счет электростатических взаи-
модействий.
В данной работе при помощи молекуляр-
ного докинга был изучен вклад электростати-
ческих взаимодействий в формирование ком-
плекса между ферментами двухкомпонентной 
флавинзависимой системы бактериальная 
люцифераза и NADPH:FMN-оксидоредуктаза 
V. harveyi. В результате среди полученных 
конфигураций с наименьшей энергией взаи-
модействия была определена такая, для ко-
торой расположение активных центров обо-
их белков способствует прямой передаче 
FMNH2, выполнен анализ структурных пред-
посылок к образованию комплекса.
Материалы и методы
Подготовка кристаллических структур
Для исследования межмолекулярных 
взаимодействий между ферментами био-
люминесцентной системы использовались 
кристаллические структуры бактериальной 
люциферазы (PDB ID: 3FGC) (Campbell et 
al., 2009) и NADPH:FMN-оксидоредуктазы 
FRP (PDB ID: 2BKJ) (Tanner et al., 1999) из 
V. harveyi. Так как файлы структуры не со-
держат атомы водорода, они были добавлены, 
после чего проводилась их оптимизация в 
программном пакете CHARMM (Brooks et al., 
2009). Координаты следующих мобильных 
элементов структуры отсутствуют в файлах, 
содержащих координаты атомов исследуе-
мых белков:
•	 3FGC: αGly284, αHis285, αLys286, 
αAsp287, αThr288, αAsn289;
•	 2BKJ (симметрично в обеих субъеди-
ницах): Ala201, Ser202, Arg203, Thr204, 
Ser205, Asn206, Gln207, Lys208, 
Leu209.
Недостающие участки мобильных пе-
тель были реконструированы по гомологии 
при помощи программы MODELLER (Webb, 
Sali, 2014), после чего также проводилась их 
оптимизация в CHARMM.
Расчет электростатического потенциала  
и белок-белковый докинг
Предварительно каждому атому обоих 
белков присваивали значения массы и 
заряда. Затем для молекулы люциферазы 
рассчитывали значение потенциала 
электрического поля с помощью программы 
APBS (Adaptive Poisson Boltzmann Solver) 
(Unni et al., 2011) при температуре 300 К и 
концентрации положительно и отрицательно 
заряженных ионов радиусом 2 Å равной 
0.12 М. Расчет производился в прямоугольном 
боксе, центрированном вокруг молекулы 
белка. В этом боксе была задана трехмерная 
сетка размером 255×255×255 с шагом 1.0 Å 
(для более точного расчета потенциала 
вблизи белка) и 2.0 Å (для исследования 
взаимодействий на дальних расстояниях). 
Каждой ячейке присваивали значения заряда, 
диэлектрической проницаемости и ионной 
силы. Для ячеек, полностью находящихся 
внутри белка, принимали ε = 4, для ячеек 
раствора ε = 80. Значение ионной силы внутри 
белка считали равным нулю. Для определения 
границы диэлектрической проницаемости 
между белком и растворителем использовали 
молекулу воды радиусом 1.4 Å. На основании 
данных параметров для каждой ячейки 
сетки рассчитывали значение потенциала 
при помощи линеаризованного уравнения 
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Пуассона-Больцмана (You, Bashford, 1995; 
Ullmann et al., 2008).
Полученные значения электростатиче-
ского потенциала для молекулы люциферазы 
в дальнейшем применяли для нахождения 
белок-белкового комплекса с наименьшей 
энергией электростатического взаимодей-
ствия (You, Bashford, 1995; Ullmann et al., 
2008). Для поиска возможных конфигура-
ций комплекса использовался метод Монте-
Карло, реализованный в программе MC-Dock 
(Ullmann et al., 1997). Для отбора комплек-
сов использовали критерий Метрополиса 
(Metropolis et al., 1953). В ходе симуляции мо-
лекула люциферазы была зафиксирована, в то 
время как оксидоредуктаза могла свободно 
перемещаться в поле, создаваемом люцифе-
разой. Суммарно было произведено 100 за-
пусков симуляции c 1×106 шагов для каждой, 
при температуре 300 К. В результате согласно 
критерию Метрополиса было отобрано 7,9×105 
возможных конфигураций, среди которых 




Для белков бактериальной люциферазы 
и оксидоредуктазы FRP были смоделированы 
остатки полипептидной цепи, отсутствующие 
в разрешенной кристаллической структуре, 
и проведен предварительный докинг. Пер-
вую конфигурацию оксидоредуктазы отно-
сительно люциферазы выбирали случайным 
образом, после чего оксидоредуктаза могла 
свободно перемещаться и вращаться отно-
сительно фиксированного положения люци-
феразы. Комплекс с наименьшей энергией, 
полученный в ходе предварительных расче-
тов, представлен на рис. 1. Энергия взаимо-
Рис. 1. Комплекс люциферазы (слева) и оксидоредуктазы (справа), полученный в результате 
предварительного докинга. α-субъединица люциферазы обозначена фиолетовым, а β-субъединица – 
красным цветом. Молекулы флавина указывают положение активного центра ферментов, они 
представлены при помощи «палочковой» модели, цветами показаны элементы. Красным кругом 
обозначен C-конец. Мобильные петли обоих ферментов выделены желтым цветом. Все рисунки сделаны 
при помощи программы VMD (Humphrey et al., 1996)
Fig. 1. Preliminary docking results for bacterial luciferase (left) and oxidoreductase (right). Luciferase α-subunit 
is colored purple and β-subunit is colored red. Flavin molecules indicate the position of the active site, they are 
depicted by a licorice representation, chemical elements are presented by different colors. The C-terminal is 
pointed by the red circle. Mobile loops of both enzymes are colored yellow. This image (and Fig. 2-3) is prepared 
with VMD (Humphrey et al., 1996)
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действия для данного комплекса составила 
–15.7 ккал/моль. Далее было проанализиро-
вано взаимное положение активных центров 
исследованных ферментов.
Бактериальная люцифераза представляет 
собой гетеродимер (рис. 1, структура слева), 
каждая из субъединиц которого формирует 
структуру (β/α)8-бочонка, также известную 
как TIM бочонок (Fisher et al., 1995). Актив-
ный центр расположен на α-субъединице, 
что видно по структуре связанного флавина, 
показанного на рис. 1 голубым цветом. Ак-
тивный центр представляет собой полость в 
центре β-бочонка, состоящую, главным обра-
зом, из гидрофобных остатков и ряда крити-
ческих аминокислот, играющих важную роль 
в связывании субстратов и стабилизации 
интермедиатов реакции (Deeva et al., 2016). 
NADPH:FMN-оксидоредуктаза – гомодимер 
(рис. 1, структура справа), обе субъединицы 
которого формируют два активных центра, 
расположенных симметрично в области меж-
субъединичного интерфейса. Каждый актив-
ный центр может связывать одну молекулу 
FMN, а в случае FRP V. harveyi (FRPVh) в каж-
дом активном центре также содержится по 
одной дополнительной молекуле FMN в каче-
стве кофактора (Tu, 2008). Известно, что моно-
ферментная реакция, катализируемая FRPVh, 
происходит по механизму «пинг-понг», одна-
ко в присутствии бактериальной люциферазы 
механизм изменяется на последовательный, в 
котором осуществляется перенос кофактора 
от оксидоредуктазы к люциферазе (Tanner et 
al., 1996; Jeffers, Tu, 2001).
Таким образом, ориентация белков в ком-
плексе, представленном на рис. 1, предполага-
ет возможность прямого переноса восстанов-
ленного флавина. Однако более внимательное 
рассмотрение полученной структуры указы-
вает на то, что альтернативные конформации 
мобильных петель (обозначены на рис. 1 жел-
тым цветом) могут повлиять на ориентацию 
белков, поскольку они содержат полярные 
аминокислотные остатки. Мобильная петля 
бактериальной люциферазы представляет 
собой последовательность консервативных 
аминокислотных остатков α-субъединицы 
(с 262 по 290), которые обладают особой 
подвижностью (Campbell, Baldwin, 2009b). 
Экспериментально было показано, что она 
отвечает за защиту возбужденного интерме-
диата реакции от возможного тушения рас-
творителем (Sparks, Baldwin, 2001) и фикси-
рует субстраты в активном центре (Campbell 
et al., 2010). Мобильная петля FRPVh (участок 
201-209 а.к.о.) также фиксирует субстраты в 
активном центре (Wang et al., 2000). Считает-
ся, что высоко подвижные, неупорядоченные 
участки белков не могут быть структурной 
основой для формирования стабильных меж-
белковых комплексов за счет электростатиче-
ских взаимодействий, но при этом, в нашем 
случае, они могут внести искажение в резуль-
таты моделирования взаимодействия. В связи 
с этим для следующего этапа докинга была 
удалена часть аминокислотных остатков мо-
бильных петель. По этой же причине была 
также удалена часть С-концевых аминокис-
лотных остатков бактериальной люциферазы 
(Leu351, Lys352, Glu353, Lys354, Gln355). Этот 
участок тоже довольно подвижен, располо-
жен достаточно близко к активному центру 
(рис. 1, красный круг), его свободная карбок-
сильная группа способна в растворителе при-
тягивать протоны, в результате чего происхо-
дит экранирование, которое может повлиять 
на взаимодействие между белками.
Анализ возможных комплексов  
между люциферазой и оксидоредуктазой
На следующем шаге вычислений были 
исследованы структуры люциферазы и ок-
сидоредуктазы с «открытым» активным 
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центром. Траектория вычислений содержит 
набор конфигураций, каждой из которых 
соответствует определенное значение энер-
гии взаимодействия. При этом принимается, 
что в комплексе электростатическая энергия 
взаимодействия молекул должна быть мини-
мальна или представлять собой локальный 
минимум. Таким образом, в ходе расчетов 
траектория поиска сужается до определенной 
области, в которой расположен этот мини-
мум. На рис. 2а синими точками изображены 
возможные позиции оксидоредуктазы отно-
сительно люциферазы с различными значе-
ниями энергии, при этом каждая из позиций 
была получена не менее 15 раз в ходе 100 за-
пусков симуляции. По рисунку видно, что су-
ществует несколько областей с повышенной 
вероятностью нахождения оксидоредукта-
зы относительно люциферазы и однозначно 
предпочтительная конфигурация комплекса 
не определяется.
Однако среди десяти структур, соответ-
ствующих наименьшим значениям энергии 
взаимодействия (от –14.0 до –9.4 ккал/моль), 
была найдена конфигурация, для которой 
возможен прямой перенос флавина между ак-
тивными центрами ферментов. Полученный 
комплекс с энергией электростатического 
взаимодействия –9.6 ккал/моль представлен 
на рис. 2б. В данном комплексе активные цен-
тры ферментов расположены так, что перенос 
флавина возможен без значительного контак-
та с растворителем, поэтому дальнейшее ис-
следование полученной конфигурации пред-
ставляет особый интерес.
Затем было рассчитано расстояние меж-
ду аминокислотными остатками, которые 
могут принимать участие в формировании 
комплекса за счет образования водородных 
связей (табл. 1). Видно, что Arg291 и Gln197 
люциферазы и оксидоредуктазы соответ-
ственно могут вносить наибольший вклад во 
взаимодействие при туннелировании FMNH2 
между активными центрами белков.
Дополнительно было проведено проеци-
рование электростатического потенциала 
на поверхность, доступную растворителю, 
для обоих белков (рис. 3). Было установлено, 
что в активном центре как люциферазы, так 
и редуктазы выделяется положительно заря-
женная область, представляющая собой сайт 
посадки фосфатной группы флавина и состо-
ящая из остатков аргинина (рис. 3, выделено 
зелеными овалами). Однако рядом с актив-
ным центром люциферазы находится впадина 
с отрицательным зарядом (рис. 3б, выделено 
желтым овалом), которая соответствует по 
размеру положительно заряженному актив-
ному центру оксидоредуктазы. При образова-
нии комплекса эти разноименно заряженные 
участки могут располагаться друг напротив 
друга, тем самым способствуя правильной 
ориентации белков и обеспечивая канал для 
переноса флавина.
Обсуждение
Одной из проблем выявления белок-
белковых взаимодействий признан выбор 
параметра, который бы позволял с достовер-
ностью идентифицировать формирование 
комплекса. Так, например, изменение значе-
ния Km при исследовании стационарной ки-
нетики ферментативной реакции не всегда 
может указывать на наличие взаимодействия 
между белками (Sucharitakul et al., 2014). В 
настоящей работе впервые рассмотрен во-
прос формирования белок-белкового ком-
плекса между бактериальной люциферазой и 
NADPH:FMN-оксидоредуктазой с точки зре-
ния механизма их взаимодействия, а именно 
за счет электростатических сил.
Проведенные расчеты электростатиче-
ского потенциала, создаваемого бактериаль-
ной люциферазой, и его влияния на взаимо-
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Рис. 2. Позиции оксидоредуктазы относительно люциферазы (синие точки), полученные не менее 15-ти 
раз в ходе 100 симуляций. Точка отражает положение центра масс белка (а). Конфигурация комплекса 
с энергией взаимодействия –9.6 ккал/моль, для которой возможна прямая передача FMNH2 между 
активными центрами ферментов (б). Оксидоредуктаза обозначена зеленым цветом, люцифераза – 
фиолетовым. Аминокислотные остатки, которые могут принимать участие в стабилизации комплекса, 
представлены при помощи «палочковой» модели
Fig. 2. Positions of oxidoreductase relative to luciferase (blue dots), which were derived not less than 15 times 
during 100 docking runs. A dot represents the center of mass of oxidoreductase (a). Configuration of the complex 
with corresponding interaction energy –9.6 kkal/mol. Such orientation of the enzymes could provide a direct 
FMNH2 transfer (б). Oxidoreductase is colored green, luciferase – purple, probable amino acids involved into 
complex stabilization are shown with licorice representation
 
 
действие с NADPH:FMN-оксидоредуктазой 
V. harveyi показали, что вклад электростати-
ческих сил в образование комплекса между 
этими белками, вероятней всего, не является 
определяющим. Был получен набор структур 
возможных комплексов с энергией электро-
статического взаимодействия от +36.1 до 
–14.0 ккал/моль, которые, по всей видимо-
Таблица 1. Расстояния между атомами аминокислотных остатков, которые могут принимать участие в 
стабилизации белок-белкового комплекса


















Tyr294 Oη Gln194 Oε1 4,10
Рис. 3. Электростатический потенциал на поверхности люциферазы (слева) и оксидоредуктазы (справа) 
в комплексе с энергией взаимодействия –9.6 ккал/моль (a). Вид поверхности взаимодействия белков 
в комплексе (б). Активные центры обозначены зеленым овалом. Отрицательно заряженный участок 
вблизи активного центра люциферазы выделен желтым овалом. Красный цвет на рисунке соответствует 
потенциалу  –3 kT/e, синий – +3 kT/e
Fig. 3. Electrostatic surface representation for luciferase (left) and oxidoreductase (right) in complex with 
corresponding interaction energy –9.6 kkal/mol (a). A front view of the interaction surface for both proteins in 
complex (б). The active sites are marked by green oval curves. The negatively charged area on luciferase surface 
is marked by yellow oval curve. Red color refers to potential –3 kT/e, blue – to +3 kT/e
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сти, короткоживущие, так как вероятность их 
формирования достаточно мала. Среди ком-
плексов с наименьшей энергией взаимодей-
ствия был найден такой, в котором взаимная 
ориентация ферментов может способствовать 
прямой передаче флавина между активными 
центрами. Можно сказать, что отсутствие 
сильного комплекса согласуется с безрезуль-
татными попытками его экспериментального 
выделения методами перекрестной сшивки in 
vivo и in vitro, аналитического ультрацентри-
фугирования и методом аффинной адсорбции 
(Campbell, Baldwin, 2009a).
В связи с характером полученных ре-
зультатов стоит уделить внимание несколь-
ким важным аспектам. Во-первых, отсут-
ствие стабильного комплекса люциферазы 
с оксидоредуктазой может иметь особое 
функциональное значение. Передача FMNH2 
без формирования долгоживущего комплек-
са может быть предпочтительным способом 
для того, чтобы люцифераза могла эффек-
тивно взаимодействовать с другими белка-
ми биолюминесцентной системы бактерий. 
В частности, связывание молекулы альде-
гида также предполагает передачу данного 
гидрофобного субстрата без контакта с по-
лярным микроокружением. Кроме того, для 
других оксидоредуктаз, способных постав-
лять FMNH2 люциферазе (LuxG и Fre), было 
показано, что стабильный комплекс отсут-
ствует, а перенос FMNH2 происходит за счет 
свободной диффузии (Campbell, Baldwin, 
2009a; Tinikul et al., 2013). Однако сами авто-
ры работы не отрицают возможности суще-
ствования короткоживущего комплекса при 
других условиях.
Во-вторых, в обзорной статье Эллиса 
(Ellis, 2010) было высказано предположение о 
том, что тунеллирование субстрата от окси-
доредуктазы к люциферазе должно сопрово-
ждаться конформационными перестройками 
данных белков, а для этого достаточно сла-
бого взаимодействия между ними. Поэтому 
комплекс не обязательно должен быть дол-
гоживущим, чтобы произошло изменение 
структуры фермента, способствующее пере-
даче прочно связанного кофактора (FMNH2) 
от оксидоредуктазы к люциферазе (Tanner et 
al., 1999).
Ярким в прямом смысле примером тако-
го транзиентного комплекса является взаимо-
действие между белком клитином и зеленым 
флуоресцентным белком (GFPcg) у медузы 
Clytia gregaria (Titushin et al., 2011). В дан-
ном случае эффективный перенос энергии 
возбуждения на GFPcg свидетельствует о на-
личии комплекса, но экспериментально его 
выделить исследователям так и не удалось. 
Пространственные характеристики комплек-
са клитин-GFPcg, полученного при помощи 
гибкого докинга, указывают на слабое взаи-
модействие между белками (Titushin et al., 
2011). Чтобы объяснить подобные наблюде-
ния, было высказано предположение, что в 
ходе биолюминесцентной реакции клитин 
претерпевает некоторые конформационные 
перестройки, значительно повышающие его 
аффинность к GFP. Возможно, схожий ме-
ханизм реализуется при взаимодействии и 
в паре белков люцифераза+NADPH:FMN-
оксидоредуктаза. На данный момент одна из 
кристаллических структур люциферазы рас-
шифрована без лигандов (Fisher et al., 1995), 
другая же получена для фермента с продук-
том биолюминесцентной реакции – FMN 
(Campbell et al., 2009). В то же время известно, 
что в ходе биолюминесцентной реакции лю-
цифераза претерпевает ряд последователь-
ных конформационных изменений, деталь-
но до сих пор не описанных (Campbell et al., 
2010). Возможно, что короткоживущий ком-
плекс между NADPH:FMN-оксидоредуктазой 
и люциферазой может формироваться именно 
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вых макромолекул может играть важную 
роль в межмолекулярных взаимодействиях. 
Распределение зарядов на поверхности белка 
является определяющим фактором в ходе та-
ких процессов, как молекулярное узнавание 
между белками и нуклеиновыми кислотами 
(Qin, Zhou, 2007), белок-белковые взаимодей-
ствия (например, взаимодействие бактериаль-
ной люциферазы с антенными белками (Sato 
et al., 2010)), взаимодействия белок-лиганд и 
др.
Наличие кристаллических структур 
бактериальной люциферазы (Campbell et 
al., 2009) и NADPH:FMN-оксидоредуктазы 
(Tanner et al., 1999) V. harveyi позволило 
провести вычислительный эксперимент по 
изучению возможных механизмов форми-
рования комплекса между этими белками. 
Данный комплекс ранее исследовался в ряде 
экспериментальных работ (Lei, Tu, 1998; 
Jeffers, Tu, 2001; Jeffers et al., 2003; Low, Tu, 
2003), а в настоящей работе он рассмотрен 
с позиции влияния электростатических сил 
на белок-белковое взаимодействие. В целом, 
результаты показали отсутствие структур-
ной специфичности между исследуемыми 
белками с точки зрения их электростатиче-
ских свойств. Однако полученные данные 
не исключают возможности формирования 
транзиентного комплекса, так как по резуль-
татам предварительного докинга и основ-
ного моделирования среди конфигураций с 
наименьшей энергией взаимодействия был 
получен комплекс, в котором возможна пря-
мая передача FMNH2 между активными цен-
трами ферментов. Согласно такой конфигу-
рации комплекса важную роль может играть 
взаимодействие Arg291 и Gln197 люцифера-
зы и оксидоредуктазы соответственно, и это 
предположение в дальнейшем может быть 
проверено экспериментально методами на-
правленного мутагенеза белков.
Альтернативным объяснением нали-
чия различных экспериментальных доказа-
тельств взаимодействия между люциферазой 
и редуктазой (Lei, Tu, 1998; Jeffers, Tu, 2001; 
Jeffers et al., 2003; Low, Tu, 2003) и одновре-
менно невозможности выделить стабильный 
комплекс может быть предположение, что 
распределение электростатического потен-
циала в области активного центра люцифера-
зы модулируется конформационными пере-
стройками этого белка в ходе катализа.
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